HIGHLIGHTS

Ein chemisches Konzept zur Behandlung der Tay-Sachs’schen Erkrankung

Thomas Kolter *

Die Tay-Sachs’sche Erkrankung gehdrt zu einer Gruppe
menschlicher Erbkrankheiten, bei denen aufgrund einer Abbau-
storung Lipide in den Lysosomen der Zellen akkumulieren. Mit
einer Ausnahme ist eine kausale Behandlung dieser oft tddlich
verlaufenden Sphingolipid-Speicherkrankheiten nicht moéglich.
Kiirzlich ist es mit Hilfe eines niedermolekularen Inhibitors der
Glycosphingolipid-Biosynthese gelungen, im Tiermodell der
Tay-Sachs’schen Erkrankung die Speicherung der Lipide im
Zentralnervensystem zu verzogern.*) Bei dem Wirkstoff han-
delt es sich um N-Butyldesoxynojirimycin 1 (Schema 1).
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Schema 1. Ausschnitt aus der Biosynthese der Sphingolipide und Angriffspunkt
der Verbindung 1.

Sphingolipidosen

Sphingolipid-Speicherkrankheiten (Schema 2) sind relativ
seltene Erbkrankheiten, bei denen mindestens ein Schritt des
Sphingolipid-Abbaus defekt ist.!>3 Sphingolipide sind Be-
standteile von Zellmembranen, die auf der Oberfliche euka-
ryontischer Zellen noch nicht vollstindig aufgeklirte Funktio-
nen erfiillen.[*! Sie bestehen aus einem Membrananker aus
Ceramid (N-Acyl-D-erythro-sphingosin) und einer hydrophilen
Kopfgruppe, bei der es sich um ein Saccharid oder um Phospho-
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rylcholin handelt. Ihre Biosynthese!®! erfolgt ausgehend von der
Aminoséure L-Serin und Palmitoyl-Coenzym A an intrazellula-
ren Membranen. Von dort werden sie zur Plasmamembran
transportiert, um nach einer gewissen Zeit endocytiert und im
Verdauungsapparat der Zelle, den Lysosomen, abgebaut zu
werden.l®! Im Gegensatz beispielsweise zu den Phospholipiden
werden die Sphingolipide beim Menschen streng sequentiell ab-
gebaut. Von fast jedem dieser Abbauschritte ist ein genetischer
Defekt bekannt, der sich beim Menschen als Erbkrankheit
duflert. Als Folge der Abbaustorung hdufen sich nicht mehr
abbaubare Sphingolipide in den Lysosomen an und fithren zum
Untergang besonders betroffener Zellen. Da der Abbau an
Membranoberflichen stattfindet, werden neben den hydrolyti-
schen Enzymen auch Aktivatorproteine benotigt, die die Wech-
selwirkung zwischen den membranstindigen Lipidsubstraten
und den wasserloslichen Hydrolasen vermitteln. Die Krank-
heitsbilder von Sphingolipidosen sind sehr heterogen; oft han-
delt es sich um Geisteskrankheiten, die im frithen Kindesalter
ausbrechen und innerhalb weniger Jahre zum Tod der Patienten
fithren. Es sind aber auch milde Krankheitsformen bekannt, die
ohne neurologische Beteiligung verlaufen und den Patienten ein
Leben bis ins hohe Alter ermdglichen.

Die Pathogenese der einzelnen Erkrankungen hdngt wesent-
lich von zwei Faktoren ab:!®! Zum einen werden Sphingolipide
zelltypspezifisch exprimiert. Sialinsdurehaltige Glycosphingoli-
pide beispielsweise, die Ganglioside, werden iiberwiegend in
Nervenzellen gefunden, so daB ihre Speicherung zu einem Un-
tergang dieser Zellen fithrt und vorwiegend die Funktion des
Zentralnervensystems beeintrachtigt. Zum anderen hidngen Ver-
laufsform und Schwere der Erkrankung von der enzymatischen
Restaktivitdt ab, die das mutierte Genprodukt im Lysosom
zeigt.! Ein kompletter Verlust fiihrt im allgemeinen zu einem
frithen Ausbruch und einem schweren Verlauf der Erkrankung.
Viele Mutationen fithren jedoch nur zu einem teilweisen Verlust
der enzymatischen Aktivitdt. Eine enzymatische Restaktivitdt
von wenigen Prozent kann ausreichen, um den Ausbruch der
Krankheit zu verzégern und einen milden Krankheitsverlauf zu
bewirken.[”]

Die Tay-Sachs’sche Erkrankung

Beim Menschen ist die Tay-Sachs’sche Erkrankung durch das
Auftreten neurologischer Symptome im frithen Kindesalter cha-
rakterisiert, durch ein rasches Fortschreiten der Krankheit und
das Eintreten des Todes vor dem vierten Lebensjahr.!®! Die frii-
hesten Symptome setzen im Alter von 3 bis 5 Monaten ein. Es
treten motorische Schwéichen auf; plotzliche Gerdusche rufen
ungewdhnlich heftige Schreckreaktionen hervor, da inhibitori-
sche Neurone schneller absterben als erregende. Im Alter von
sechs bis zehn Monaten lassen Aufmerksamkeit und Sehvermé-
gen nach, die neurologischen Stérungen schreiten fort, bis der
Tod eintritt. Bei der Tay-Sachs’schen Erkrankung ist die o-
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Schema 2. Der Abbau ausgewihlter Sphingolipide in den Lysosomen der Zelle [2]. Die Bezeichnungen einzelner Erbkrankheiten (eingerahmt) sind angegeben. Die einzelnen
Verbindungen zeigen zum Teil erhebliche Heterogenitdt im Lipidteil, die nicht gezeigt ist. Variante AB = Variante AB der GM2-Gangliosidose (Fehlen des GM2-Aktivator-
proteins); SAP: Sphingolipid-Aktivatorprotein.
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Untereinheit des Enzyms B-Hexosaminidase A defekt. Die
B-Hexosaminidase A ist ein Heterodimer aus einer «- und einer
B-Untereinheit und spaltet terminale -glycosidisch verkniipfte
N-Acetylglucosamin- und N-Acetylgalactosaminreste aus unge-
ladenen und negativ geladenen Substraten ab. Das natiirliche
Substrat der f-Hexosaminidase A ist das unter physiologischen
Bedingungen negativ geladene Gangliosid GM2. Fiir den GM2-
Abbau in vivo ist zusatzlich die Gegenwart eines Cofaktors, des
GM2-Aktivatorproteins, erforderlich. Ungeladene Substrate
wie das Glycolipid GA2 kénnen auch von der S-Hexosamini-
dase B mit der Untereinheitenstruktur §, gespalten werden.
Mutationen in der f-Kette der Hexosaminidasen kénnen zum
Ausfall beider Isoenzyme, der Hexosaminidasen A und B fiih-
ren, was beim Menschen bei der Sandhoff’schen Erkrankung
der Fall ist.

Das Konzept

Dem Ansatz der Autoren liegt das Konzept zugrunde, daB
Schwere und Verlaufsform dieser Erkrankungen durch das Ver-
hiltnis von verbleibender lysosomaler Enzymaktivitat und Sub-
stratfluB in das Lysosom bestimmt werden.[”! Solange die Bio-
synthese der Substrate weiterlduft, fiir deren Abbau das defekte
System verantwortlich ist, schreitet die pathologische Anhiu-
fung der Substrate im Lysosom fort. Der Substrateinstrom in
die Lysosomen sollte durch Hemmung der Sphingolipidbiosyn-
these reduziert werden konnen. Damit sollte es moglich sein,
sowohl Schwere als auch Verlaufsform dieser Erkrankungen mit
Hilfe synthetischer Inhibitoren positiv zu becinflussen. Dieser
Ansatz setzt voraus, dal — was insbesondere bei juvenilen und
adulten Sphingolipidose-Patienten der Fall ist — eine minimale
Restaktivitit des defekten Enzyms im Lysosom vorhanden ist.

Das Tiermodell

Durch gezielte Unterbrechung der Gene der «-Kette der f-
Hexosaminidase A in embryonalen Stammzellen der Maus
wurde ein Tiermodell der Tay-Sachs’schen Erkrankung erhal-
ten.!®- 191 Auch das Tiermodell der Sandhoff’schen Erkrankung,
bei dem die B-Kette der Hexosaminidasen A und B ausgeschal-
tet ist, wurde beschrieben.I' ! Wihrend sich die oben erwidhnten
Formen der GM2-Gangliosidose beim Menschen phanotypisch
nur geringfligig unterscheiden, zeigen die Tiermodelle drastische
Unterschiede in Verlauf und Schwere der Erkrankung. Méiuse
mit defekter f-Hexosaminidase A, die Tay-Sachs-M4use, sind
phinotypisch unauffillig. Die Miuse zeigen eine milde Akku-
mulation von GM2 im Zentralnervensystem, prigen aber nicht
die neurologischen Symptome aus, die fiir die menschliche Tay-
Sachs’sche Erkrankung charakteristisch sind. Dagegen entwik-
keln die Miuse mit defekter B-Hexosaminidase B, die Sandhoff-
Miuse, schwere neurologische Storungen; die Lebensdauer der
Tiere ist stark reduziert. Die Ursache dafiir ist die Spezifitat der
Sialidase, die sich zwischen Maus und Mensch unterscheidet.!*!!
Die Maus-Sialidase akzeptiert GM2 als Substrat und wandelt es
in GA2 um. Beim Menschen spielt dieser Stoffwechselweg keine
Rolle. GA2 kann durch die noch intakte f-Hexosaminidase B
abgebaut werden, so daB bei der Tay-Sachs-Maus trotz eines
kompletten Ausfalls der f-Hexosaminidase A der Stoffwechsel-
block partiell umgangen wird (Schema 3). Erst der Ausfall
beider Isoenzyme, Hexosaminidase A und B, fiihrt zu einer
Symptomatik, die der menschlichen Sandhoff’schen Erkran-
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Schema 3. Abbauwege fiir das Gangliosid GM1 in Mensch und Maus {11}.
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kung entspricht. Zwar kann die Maus-Sialidase weiterhin GM?2
zu GA2 umsetzen, GA2 kann aber nicht weiter abgebaut wer-
den, da auch das zustindige Enzym, die f-Hexosaminidase B,
defekt ist. Eine Voraussetzung fir die Wirksamkeit eines Bio-
synthese-Inhibitors bei der Behandlung von Sphingolipidosen
ist das Vorhandensein einer gewissen Restaktivitit des defekten
abbauenden Systems in den Lysosomen der Zelle. Im Tier-
modell der Tay-Sachs’schen Erkrankung ist eine solche Rest-
enzymaktivitdt fiir den Abbau der Speichersubstanzen durch die
Maus-Sialidase vorhanden, obwohl keine intakte f-Hexosami-
nidase A mehr gebildet werden kann. Insofern ist das zur Unter-
suchung der Verbindung verwendete Tiermodell nicht dazu ge-
eignet, Auswirkungen der Behandlung auf die Symptome der
Erkrankung zu studieren, wohl aber die Verdnderung morpho-
logischer Parameter zu verfolgen.

Der Effekt

Durch Gabe des Inhibitors werden Serumkonzentrationen
von 50 um aufrechterhalten, die auch bei Menschen erreicht
werden, die Verbindung 1 im Rahmen einer antiviralen Thera-
pie erhalten haben.!'?! Diese Konzentration reicht aus, um nach
zwolf Wochen Behandlung eine 50proz. Reduktion der Speiche-
rung von GM2 im Hirn der Méuse gegeniiber unbehandelten
Mdiusen zu erzielen. Im Gegensatz zu unbehandelten Mausen
fanden sich in den Nervenzellen der behandelten Miuse nach
16 Wochen kaum cytoplasmatische Membranstrukturen, die
durch das abgelagerte Lipid gebildet werden. Die Arbeit zeigt,
dal3 die Verbindung gut vertragen wird, die Blut-Hirn-Schran-
ke!*3! passiert und im Zentralnervensystem ausreichend hohe
Konzentrationen erreicht, um die Glucosylceramid-Bildung in
gewlinschtem Umfang zu hemmen.

Der Inhibitor

Die Verbindung 1 hemmt die Glucosyl-Transferase,!'*! die
Glucose von Uridindiphosphat-Glucose auf Ceramid libertragt
(Schema 1), mit einem 1C,,-Wert von 20 um.'*3 Der Mechanis-
mus, der der Hemmung der Glycosyl-Transferase durch alky-
lierte Iminozucker wie 1 zugrundeliegt, ist nicht bekannt.l'®1 Es
ist naheliegend anzunehmen, daB das unter physiologischen Be-
dingungen positiv geladene Stickstoffatom das Carboxonium-
Ion im Ubergangszustand der Glycosyl-Transferase-Reaktion
imitiert. Es wird davon ausgegangen, daB3 der Mechanismus von
Glycosyl-Transferasen dem Mechanismus von Glycosidasen
entspricht mit dem Unterschied, daBl der Zuckerrest nicht auf
Wasser, sondern auf das nucleophile Zentrum eines anderen
Glycosylacceptors iibertragen wird."'”? Die enzymstabilisierte
Zwischenstufe ist jeweils ein Carboxonium-Ion, daB durch Ver-
lassen des Substituenten am anomeren Zentrum erzeugt wird.
Demnach sollte 1 als Ubergangszustandsanalogon sowohl von
Transferase- als auch Glycosidase-Reaktionen fungieren. Tat-
sichlich ist 1 seit lingerem als potenter Inhibitor der a-Glucosi-
dase I und II bekannt (IC;, = 0.36 pm).['8) Zugleich ist 1 ein
Hemmstoff der HIV-Replikation in vitro, wobei es offenbar die
posttranslationale Prozessierung der N-glycosidisch gebunde-
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nen Glycane viraler Glycoproteine stért. Die Verbindung ist
also weder ein besonders potenter noch ein selektiver Inhibitor
der Glucosylceramid-Bildung, was ihre Wirksamkeit bislang
nicht zu beeintrachtigen scheint.

Struktur-Wirkungs-Beziehungen bei der Entwicklung der
Verbindung ergaben, daB eine Alkylkettenlinge von drei C-Ato-
men fir die Hemmung der Transferase erforderlich ist, wobei
Alkylkettenldnge von C, und Cg optimal sind. Lingerkettige
Verbindungen fiihren zu einer noch besseren Hemmung in vitro,
aber auch zu cytotoxischen Eigenschaften der resultierenden
Verbindungen in vivo.

Es sind weitere niedermolekulare Inhibitoren der Sphingo-
lipid-Biosynthese bekannt.!*8! Die Biosynthese-Hemmung strom-
aufwirts der Glucosylceramid-Bildung kann von Immun-
suppression oder der Bildung toxischer Metabolite begleitet
werden.'*® Ceramidanaloge Inhibitoren der Glucosylceramid-
Bildung kénnen die Bildung von Sphingomyelin oder die cera-
midabhéngige Signaltransduktion beeintrichtigen. Eine Ver-
bindung mit verbesserter Selektivitit gegeniiber 1 ist das
entsprechende Derivat mit D-galacro-Konfiguration (IC,, =
40 um),1*?! durch das Glycosidasen wie f-Gluco- und f-Ga-
lactocerebrosidase, a-Glucosidase I und II entweder nicht oder
nur schwach gehemmt werden. Diese Verbindung wurde jedoch
nicht im Tiermodell untersucht. Die Ergebnisse mit den alky-
lierten Iminozuckern sind auch insofern von Bedeutung, als
Versuche zur Entwicklung potenter und selektiver Inhibi-
toren von Glycosyl-Transferasen bislang wenig erfolgreich
waren.

Ausblick

Eine kausale Therapie von Sphingolipidosen war bislang nur
bei Patienten der adulten Form (Typ I) der Gaucher’schen Er-
krankung erfolgreich. Hier besteht keine Beteiligung des Zen-
tralnervensystems, da die Patienten noch {iber eine hohe Restak-
tivitdt des defekten Enzyms, der Glucosylceramidase verfigen.
Es wird eine — sehr teure — Enzymersatztherapie durchgefihrt,
bei der eine chemisch modifizierte Glucocerebrosidase den Pa-
tienten infundiert wird. Gentherapeutische Ansitze und Kno-
chenmarktransplantationen haben bislang nicht zu dem er-
hofften Erfolg gefiihrt. Um so héher ist der erzielte Erfolg einzu-
schitzen, bei dem sich durch eine oral verfiigbare und gut ver-
triagliche Verbindung die Behandlung einer ganzen Gruppe von
Krankheiten abzeichnet. Durch eine Hemmung der Glucosylce-
ramid-Bildung sollten sich auch andere Sphingolipidosen be-
handeln lassen, bei denen Glycosphingolipide gespeichert wer-
den, die sich biosynthetisch vom Glucosylceramid ableiten und
bei denen noch eine enzymatische Restaktivitit im Lysosom
gefunden wird. Von besonderer Bedeutung ist, daB die Titelver-
bindung 1 in ausreichendem Umfang die Blut-Hirn-Schranke
passiert. Dank der oralen Verfiigbarkeit und geringen Toxizitat
von 1 ist dessen Entwicklung ein bedeutender konzeptioneller
Fortschritt auf dem Weg zur Behandlung dieser Gruppe schwe-
rer Erkrankungen.

Stichworte: Bioorganische Chemie + Enzyme - Glycolipide -
Inhibitoren + Sphingolipide
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Zeitschriften-Beitrage sind mit Sachverstand und Sorgfalt aus
dem groBen Berg von Informationen ausgewahlt, geschrie-
ben, zusammengestellt...

...ergeben zielgerechte Informationen: Erfahrungen, die man
kaufen kann.

Denn uns liegt daran, daB Sie als Leser mit erweitertem Wis-
sen und vermehrten Einsichten gut geristet sind.

Dies istin Gefahr, wenn Zeitschriftenaufsatze kopiert werden!

Deutsche Fachpresse, Frankfurt am Main, Bonn

ABONNIEREN STATT FOTOKOPIEREN

Fotokopien werden nicht abonniert...

...und das bedeutet langfristig, daB Fachzeitschriften und
wissenschaftlichen Zeitschriften die wirtschaftliche Basis ent-
zogen wird.

...und auBerdem: Sie als Leser sollen immer ein komplettes
Heft in die Hand bekommen, damit |hr Wissen nicht einseitig
wird ...

...und damit IHRE ZEITSCHRIFT auch kiinftig fiir Sie da ist.
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